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VerofTentlicht 

Mit intemationaUm Recherchenbericht, 

Vor Ablaufder fiir Anderungen der Arapriiche zugetassenen 

Frist. Veroffentlichung wird wiederhott falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: POLYPEPTIDE-COl^AINING PHARMACEUTICAL FORMS OF ADMINISTTtATION IN THE FORM OF MICROPAR- 
TICLES AND METHOD FOR THE PREPARATION THEREOF 



(54) Bezeichnung: POLYPEPTID-ENTHALTENDE PHARMAZEUTISCHE DARREICHUNGSFORMEN IN FORM VON MIKROPAR 
TIKELN UND VERFAHREN ZU DEREN HERSTELLUNG 



(57) Abstract 

The invention concerns polypeptlde-containing parenteral pharmaceutical forms of administration in the fomi of micropaiticles. and 
a method for the preparation thereof. According to the invention, the micropaiticles contain as biodegradable polymer an ABA-lri-block 
copolymer whose A-block is a lactic and glycolic acid copolymer and whose B-block is a polyediyleneglycol chain, together witfi additives 
selected from the group comprising serum proteins, polyamino acids, cyclodextrins; cyclodcxtrin derivatives; saccharides; amino sugars; 
amino acids; detergents or caiboxylic acids and mixtures of these additives. The micn:q>articles according to the invention continuously 
release the polypeptide over a relatively long period of time even when the amounts of polypeptide they include are small or sensitive to 
aggregation. 



(57) Zusanunenfassung 

Die Erfindung betrifft Polypeptid-enthaltende parenterale pharmazeutische Darreichungsformen in Fom von Mikn^iartikeln und 
Verfahren zu deren Herstellung. Erfindungsgem2S enthalten die Mikropaitikel als bioabbaubares Polymer ein ABA-Tribtock-Copolymer, 
dessen A-Block ein Copolymer aus Milch- und GlykolsSurc ist und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darsieltt, zusammen mit 
Zuschlagstoffen, die ausgewShlt sind aus der Gnippe Serumproteine. Polyaminosiluren, Cyclodextrine; CyclodextriiHlerivate: Saccharide; 
Aminozucker. Aminosiuren; Detergenzien oder Caibonsfiuren sowie CSemische dieserZuschlagstoffe. Die erfindungsgemMBen Mikropartikel 
setzen auch bei EinschluB geringer hzw. aggregationsempfindlicher Polypeptidmengen das Polypeptid Ober einen langeren Zeitraum 
kontinuieriich frei. 
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P«lYP«itid-ent '"'»*r"l '>"''«' ^ 1"V""'" Dar«-irhnin.sfoniien in Form von 
Milcranartikdn ""H Verfahr^ " H^rt-n Herstellung 

Gegenstand der vorHegenden Erfindung sind parenterale phamuizeutische Darreichungs- 
formen in Form von Mikropartilccin (MP) zur IcontroUiertcn Freisetzung von Polypep- 
tiden und Verfahren zur Herstellung diescr Milcropaitikel. 

Durch das schnelle Fortschreitcn der Entwicklung in der Biotechnologie stehen eine 
Vielzahl von bioaktiven Makromolekiilen in ausr«chendeT Menge zur klinischen An- 
wendung zur VerfUgung. Bcdingt durch ilue Stmktur werden sie im Magcn-Darm-Trakt 
hydrolytisch gespalten und kdnnen daher nur parenteral verabreicht werden. Wegen .hrer 
kuizen Halbweilszeit ist die Entwicklung von parenteralen Depotsystemen sinnvoll, urn 
die Injektionshaufigkeit zu reduzieren und konstante Blutspiegel zu errdchen. 

Es werden in der Fach- und PatentHtcratur eine Reihe von Depotsystemen, insbesondere 
mikropaitikulSre Systeme. beschrieben, urn physiologisch aktive Substanzen nach paren- 
teraler AppBkation iiber einen iSngeren Zeitraum hinweg mflglichst konstant fteizusetzen 
Dabei ist anzumerken, dafl Proteine im Vergleich zu niedermolekularen Substanzen auf- 
grund ihrer komplexen Stniktur. ihres hohen Molekulaigewichtes und dem - bedingt 
durch ihre hohe biologischc Wirksamkeit - geringen eiforderlichen Beladungsgrad e«uge 
Besonderheiten aufwdsen. die eine erfolgreichc Mikroverkapselung erschweren. So kann 
je nach Art der eingesetzten Mikroverkapsdungsmethode die Protdnstab.litat negauv 
bednfluBt werden und die Freigabe nicht optir»al bzw. mit unbefiriedigendem Freigabe- 
profil erfolgen. Das FreigabeveriuUten wird dnersdts durch das hohe Molekulargewcht 
und die hydrophile Struktur. andererseits aber auch dutch Stabilitatsprobleme (u.a. 
Aggregation) des Proteins und dem niediigen Beladungsgrad becinfluBt. 

Eine der wichtigsten Hcrstclhingsmethoden fiir Mikropartikd. wie zum Beispid Mikro- 
kapsdn Oder Mikr kugdn. ist das sogenannte "Tripdemulsionsverfahren-. das auch 
berdts zur Mikroverkapsdung von Pr teinen Anwendung gefunden hat. Grundsatzl.ch 
wird bd diescr audi als W/O/W-Tedmik bezddmcten Methode der WiikstoflFui einer 
waBtigen L6sung gdOst bzw. suspendieit. und diese wSBrige LSsung mit dner das 
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Polymer enthaltenden "oligen Losung" aus einem organischen, nicht mit Wasser misch- 
baren Losungsmittel zu eincr W/O-Emulsion homogenisiert. Diese W/O-Emulsion wird 
in eine waflrige Stabilisator-haltige Losung (auDere wafirige Phase) dispergiert, so dafi 
eine Bmulsion mit drd Phasen (Tripelemutsion) entsteht. Mittels verschiedener 
5 Techniken wird dann die Verdunstung des Losungsmittels und damit eine Aushartung 
der Mikropartikel erreicht. Die geharteten Mikropartike) werden durch Zentrifugieren 
und/oder Filtrieren gesammelt und nach Waschen mit Wasser oder geeigneten wassrigen 
Losungen und durch Lyophilisation oder Vakuumtrocknung bei Raumtemperatur ge- 
trocknet. Als Polymere werden in der Regel Polymere aus Milchsaure (LA = lacrid acid) 
M) und Glykolsaure (GA = giycolic acid) oder deren Copolymere (PLC A) mit Molekular- 
gewichten zwischen 2.000 und 100.000 und einem Verhaltnis von Milchsaure: Glykol- 
saure zwischen 100:0 bis 50:50 eingesetzt. 

Als problematisch kann sich bei der Anwendung des Tripelemulsionsverfahrens der 
15 Restlosungsmittelgehalt in den Mikropartikeln erweisen (R. Jalil und J.R. Nixon, J. 
Microencapsulation 7 (3), 1990, S. 297-325), da das als Poiymerlosungsmittei am 
haufigsten verwendete Dichlormethan aus toxikologischer Stcht bedenklich erscheint. 
Aber auch aufgrund einer mbglichen Bednflussung der Polymer-Eigenschaften und der 
Wiricstoffstabilitat in der Polymermatrix soUte der Restldsungsmittelgehalt moglichst 
20 gering sein. 

Die Herstellung von Mikrokapseln mit Hilfe des Tripelemulsionsverfahrens wird z.B. in 
der europaischen Patentanmeldung £P 0 145 240 (Takeda) offenbart, wobei dort die 
innere waQrige Phase eine Viskositat von mindestens 5.000 mPas besitzt bzw. voUig ver- 
festigt ist. Die Erhohung der Viskositat erfolgt durch Hilfsstoife wie Gelatine, humanes 
25 Serumalbumin, Globulin, Casein, Collagen und Polyaminosauren. In Anwendungs- 
beispieien wird die Mikroverkapselung von y-Interferon bzw. Heparin beschrieben 

In der Patentschrift EP 0 190 833 (Takeda) wird das gldche Herstellungsverfehren 
beschrieben, nur ist hier die Viskositat der W/O-Emulsion auf einen Wert zwischen 150 - 
10.000 mPas einzustellen. Dies geschieht durch Variation der Polymer-Konzentration 

30 (PLC A 100/0 - 50/50) und dem Zusatz von naturlichen oder synthetischen hoch- 
molekularen Verbindungen, wie z. B. Pr tdnen, Kohlenbydraten (Cellul se. Dextrin, 
Pektin, Starke, Agar), Polyvinylvcrbindungen, Polycaibonsauren oder Polyethylenver- 
bindungen in die waBrige Phase. Dadurch soil eine stark verminderte Aggregations- und 
Kohasionsneigung der Nfikropaitikel wahrend der HersteUung erreicht werden. In einem 

35 Anwendungsbeispiel wird Interferon alpha verkapselt. 
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In EP 0 442 671 (Takeda) werden beziiglich Aggregationsverhalten, spharischcr Gestalt 
der Mikroparlikel und moglicher Zusatze fihnlichc Angaben wie in EP 0 190 833 
gemachl. •»Arzneistoff-zuriickhaltende Substanzen" sind gemSfi Patentschrift nicht unbe- 
dingt erforderlich. Die in der Beschreibung naher crlfiutertcn und konkrel offenbarten 
Beispiele betrefifen das kurzkettige und rclaiiv stabUe Peptid TAP144, das dn LHRH- 
AnaJogon darstellt. 

Auch in der Fachliteratur sind Beispiele fur die Mikroverkapselung von Peptiden bzw. 
Protcinen mit Hilfe der W/O/W-Technik publiziert. 

So beschrciben Ogawa ei al. (Chem. Pharm, Bull. 1988, Vol. 36, Nr 3, S. 1095-1 103) 
die Mikroverkapselung von Leuprorelinacetat, einem Peptid, unter der Venvendung von 
PLA (Polymer aus Milchsaure) bzw. PLGA und gehen auch auf das Freisetzungs- 
verhalten des Pcptids ein. 



Cohen et al., (Pharmaceutical Rcseach 1991, Vol. 8, Nr. 6, S. 713) verkapselten FITC- 
Meerrettich-Pcroxidase und FTTC-BSA in PLGA-Mikropartikeln mit einem Molekular- 
gewicht von 14.000 oder weniger und dnem Anteii Milchsaurc/Glykolsaure von 75/25 
und fanden sowohl eine Unverschrtheit des Proteins BSA als auch einen Erhalt der 
20 Enzym-Aktivitat. Jeffery H. et al. (PhannaceutScal Research 1993, Vol. 10. Nr. 3, S. 
362) benutzten Ovalbumin als Kemmatcrial und konntcn die Unverschrtheit des freige- 
setzten Proteins zeigen. M. S. Hora et al., (Biotechnology 1990, Vol. 8, S. 755) ver- 
wendeten InterIeukin-2 und modifiziertc Formen davon als Kemmatcrial und untcr- 
suchten das Freisctzungsverhalten von PLGA-Mikropartikcln, die humanes Serum- 
25 albumin als Exzipiens enthielten. 

Femer wurden in verschiedencn Publikationcn anhand von ModcUsubstanzen fiir 
Proteine vcrschiedene Verfahren zur Herstdlung von Mikropartikeln auf Baas der PLA- 
bzw. PLGA-Polymcre und der EinfluB von ZuschlagstoflFen auf die Proteinstabilitat naher 
30 untersucht (vgl. W. Lu und G. Park, PDA Journal of Pharmaceutical Sdence & Tech- 
nology, 1995, 49: 13 - 19; M.-K. Yeh et al.. Journal of ConUoUed Rdease, 1995, 33: 
437 . 445; J. Al nso et al., Vacdne, 1995, 12: 299 - 306; J.P. McGee et al.. Journal 
f Controlled Release, 1995, 34: 77-86). Als M dellpr teine wurden hierbd Ovalbumin, 
Tetanus-tox id und Carbo-Anhydrasc untersucht. 



35 
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Youxin L. et al. (Journal of Controlled Release 32, (1994) 121-128) bcschreiben Depot- 
formen aus ABA-Triblock-Copolymeren (MW:15 000-40 000), deren A-BIock cin Co- 
polymer aus Milch- und Glykolsaure ist und deren B-Block cine Polyethylenglykol-Kette 
(PEG) darstcllt. Sie stcllten fest, daO diese Mikropartikel das fiir Aggregation relativ 
5 unempfindliche bovine Serumalbiunin, das als Modeliprotein bei hohem Beladungsgrad 
(ca. 3-4% w/w) eingesetzt wurde, schnell und kontinuierlich uber 2-3 Wochcn fretseUen 
(Polymerzusammensetzung LA: GA:PEG-48: 14:38 [Mol%] ). 

Die im Stand der Technik zur Herstellung von Mikrokapseln bisher haufig verwendeten 
10 PLGA-Polymere weisen aufgrund ihres hydrophobcn Charakters als entscheidenden 
Nachteil eine geringe Quellfahigkeit auf, wodurch der Wasscrcintritt in das Innere der 
Depotform nur langsam erfolgen kann. Dadurch ist eine Diffusion der Proteinxnolekiile 
durch die Polymerschichten nur erschwcrt moglich, was eine unbefriedigende Frei- 
setzungsrate zur Folge hat. Dies ist insbesondere beim EinschluB sehr geringer Poly- 
15 peptidmengen, d.h. bei niedrigem Beladungsgrad, in die Mikropartikel der Fall. AuOer- 
dem bewirkt die langsame Wasseraufhahme wegen der geringen verfiigbaren Wasser- 
menge dne hohe lokale Protdnkonzentration, wodurch cine Bildung von hoch- 
molekutaren Proteinaggregaten gefbrdert wird. Diese konnen wiederum wegen ihres 
hohen Molekulargewichtes nicht mehr frdgesetzt werden. Eine therapeutisch zuver- 
20 lassige Dosierung des Wirkstoffes ist dann nicht mehr gewahrleistet. Femer kann es 
bedingt durch den hohen Anteil der Proteinaggregate zu unerwiinschten immuno- 
logischen Reaktionen kommen. Nur sehr stabile Proteine mit relativ hohen Beladungs- 
graden von beispielsweisc mehr als 5 % kdnnen mit akzeptabler Rate und ohne Bildung 
von Aggregaten uber einen langeren Zeitraum hinweg freigesetzt werden. 

25 

Es zeigte sich femer, daB auch hydrophile ABA-Triblock-Copolymere eine kontinuier- 
liche Freisetzung von Polypeptiden uber einen Zeitraum von zwci Wochcn dann nicht 
gewahrieisten kttnnen. wcnn der Polypeptidgchalt in den Nfikropartikdn sehr gcring ist, 
d.h. wcnn der Bcladimgsgrad niedrig ist. Ein niedriger Beladungsgrad Itegt dann vor, 

30 wcnn nur geringe Polypeptidmengcn im Polymer eingcschlossen sind. Ein ahnlicbes nach- 
tdliges Vcrhalten in der Freisetzung ist festzustellen, wcnn aggr^tionsempfindliche 
Polypeptid verwendct werden. In diesen Fillcn werden auch mit dcm hydrophilen ABA- 
Triblock-Copolymcr eine vcrstarirte Aggregatbildung und inakzeptablc Frcisetzungs- 
zdtr&une von weniger als zwci Wochcn bcobachtet. Dies fiihrt insgesamt zu unbefne- 

35 digcndcn Frcigabcraten des Wirkst ffesausdemP lymer. 
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Aufgabe der Erfindung war es, Polypcptid-cnthaltende Mikropartikel herzustellen, in 
denen die Aggregation dcs Wirkstoffes auch fiir aggregationsempfindliche Polypeptide 
mdglichst gering gehalten bzw. wcitgchend vermieden wcrden soU, und so das Poly- 
peptid in einer mdglichst unversehrtcn Fom in den Mikropartikeln enthalten ist. Die 
5 Mikropartikel sollen eine kontinuierliche Frcisclzung der Polypeptide iiber einen Zeit- 
raum von mindestens zwei Woch«i gewahrieisten. Dies soUte vor aliem bei solchen 
Mikropartikeln erzielt wcrden, die einen nicdrigen Bcladungsgrad an Wirkstoff auf- 
weisen. Insbesondere solhen diese Freisetzungszcitraume fur geringe Polypeptidmengen 
von bis zu etw 3 % (bczogen auf die Gesamtmikropanikelmenge) gelten. 

10 

Daneben war es Aufgabe der Erfindung, ein Mikroverkapselungsverfahren bereiizu- 
stellen, mit dem diese gewunschten Mikropartikel herstellbar sind und das einen toxiko- 
logisch unbedenklichen Restlosungsmittelgehalt in den Mikropartikeln gewahrleistet. 

15 Die Aufgabe der Erfindung wird gcldst durch Mikropartikel, die aus einer bioabbaubaren 
Polymermatrix bestehen, in die das Polypeptid eingebcttei ist. wobci als Polymer ein 
ABA-Triblock-Copolymer verwcndet wird, desscn A-Block ein Copolymer aus Milch- 
und Glykolsaure ist und dcssen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darstellt, und die 
Zuschiagstofife enthalten, die ausgcwahit sind aus der Gruppe Serumproteine, Poly- 

20 aminosauren, Cyclodextrine; Cyclodextrindcrivate; Saccharide, wie z. B. Di- und Poly- 
saccharide; Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien; organische Caibonsauren sowie 
Gemische dieser ZuschlagstofFe. 

Als Saccharide kommcn beispielswcise die Disaccharide Trehalose, Saccharose, Maltose, 
25 in Frage. Polysaccharide sind beispielswcise RafBnosc, Stfirice, Maltodcxtrine, Alginate 
Oder Dextran. Ein geeigneter Aminozucker ist beispielswcise das Chitosan. Ein bevor- 
zugtes Cyclodcxtrindcrivat im Sinne der Erfindung ist beispielswcise das Bcu-Hydroxy- 
propyl-Cyclodcxtrin (HPCD). Als Serumproteine kommcn insbesondere Humanserum- 
albumin und bovines Serumalbumin in Frage. 

30 

Als oiganische Carbonsaurcn kommcn aliphatische und cyclische Monocaibonsauren in 
Frage, bd^iclswdse Bcnzoesaurc, Essigsfturc, PropionsSure, Buttersaure, Isobutter- 
saure, VaJeriansfiurc, Acryls&ire. Crotonsfture sowie deren durch Hydroxygruppen 
subslituicrtcn Dcrivate. wie z.B. p-HydroxybcnzoesiUirc B-Hydroxybuttersaure, Salicyl- 
35 saure, Milchsaurc oder Qykols&irc. Insbesondere cignct sich Bcnzocsaure. Die Cartwn- 
saurcn werden im Rahmen der HerstcUung der Kfikropartikel im wescntUchen der rgani- 
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schen Phase (Polymcrphase) zugesctzt. in der das Polymer geldst Oder suspendiert ist. 
Die zugcsetzte Menge an Carbonsfiuren bewcgt sich im Bcreich von bis 211 30 Gew.-%, 
bezogen auf die Menge der fertigcn Mikropartikel. vorzugswcise bis zu 20 Gew ins- 
besondcre 1-15 Gcw.-%. Die Venvendung von Monocarbonsauren, wie 2.B. Benzoe- 
5 saure, als ZuschlagstofFbcwirkt uberraschcnderweise eine Verbessemng der Freisetzung 
der Polypeptide aus den Mikropartikeln. Ein durch den Zusatz von Carbonsauren zu 
erwartender bcschlcunigicr Polymerabbau konnte dabei im Falle der AB A-Triblock-Co- 
polymere nicht festgestellt werden. 

10 Vortcilhaft im Sinne der Erfindung sind auch Gemische der zuvor genannten Zuschlag- 
stofFe. Beispielhaft seien erwahnt Gemische aus Dextranen und Polyaminosauren. So 
sind Z.B. Gemische aus Dextran und Poly-L-Arginin oder Dextran und Poly-L-Hisiidin 
besonders vortcilhaft in Bczug auf die Emiedrigung der Aggregatbildung des Poly- 
peptides im MikropartikeL Bevorzugt als ZuschlagstofFc sind auch Gemische aus Cyclo- 

15 dcxtrincn oder Cyclodoclrinderivatcn mit Aminosaurcn oder Polyaminosauren. Auch 
Detergenzicn und Triglceridc wie bcisptelswcisc Twecn 20®, Twcen 80® Pluronic® 
oder Miglyol® sind als Zuschlagstoffc im Sinne der Erfindung geeignet. 

Als Polyaminosauren kommen sowohl die cntsprechcnden (D) oder (L) bzw. Poly-(D.L)- 
20 aminosauren in Frage. Besonders bevorzugt ist Polyargjnin mit cincm Molekulargewicht 
von 5.000- 1 50.000, insbesondere 5.000 bis 50.000, sowie Polyhistidin mit dnem Mole- 
kulargewicht von 5.000 - 50.000, insbesondere 15.000 - 50.000. 

Mit den genannten erfindungsgcmaBcn Zuschlagstoffen ist es moglich, den Gesamt- 
25 Aggregat-Anteil des Polypeptides unter 5% zu senken. 

Als Polypeptide kommen im Sinne der Erfindung physiologisch aktive Polypeptide mit 
einem Molekulargewicht zwischen 2.000 bis 200.000 D in Frage. Vorzugsweise betragt 
das Molekulargewicht mindestens 5.000, 10.000 oder 20.000 D. Insbesondere kommen 

30 Polypeptide mit einem Molkulargcwicht von bis zu 100.000, vorzugsweise bis zu 50.000 
Dalton in Frage. Solche Polypeptide sind insbesondere biologisch aktive Makromolekule, 
dercn Muteine, Anal ga, sowie Deletions- oder Substitutionsvarianten, die zu therapeu- 
tischen Zweckcn dngcsctzt werden kdnncn, F Igende Polypeptide werden beispielhaft 
erwfihm: Erythropoietin (EPO), Parathom n (PTH), G-CSF, TNF. NGF oder EGF, 

35 sowie dercn durch Delciionen oder Substituti nen in der Aminosaurekettc ableitbarcn 
Dcrivate. Weitere Polypeptide sind: Interfcrone (ot, B, y- Interferon), Kolonie stimu- 
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lierende Faktoren, Interieukine, Makrophagen aktiviercnde Faktorcn, B-Zell-Faktoren, 
T-Zdl-Faktoren, Immunotoxine, Lymphotoxine. TGF, Thrombopoietin (TPO), Renin- 
Inhibitoren, Collagenase-Inhbitoren, EGF, Wachstumshonnone, PDGF, Knochenwachs- 
tumsfaktoren, BMP (bone morphogenic proteins). Insulin, IGF-BP (insulin-like growth 
5 factor binding proteins), ANP (atrial natriuretic peptides). Calcitonin, FSH, LH, NGF, 
Glukagon, TSH (thyroid stimuUting honnone), monoklonale oder polyklonale Anti- 
korper. Besonders gceigncte Polypeptide sind im Sinne er voriiegenden Erfindung 
aggregationsempfindliche Polypeptide, wie beispielsweise EPO. 

10 Dcr Polypeptidgehalt in den Mikropartikeln betragt zwischen 0,01 bis 5 Gew.-%, 

bezogen auf die Gesamtnukropaitikelmenge. Bevorzugt betragt der Beladungsgrad 0,1 - 
3 Gew.-%. insbesondere 0,1-2 Gew.-%, und bevorzugt 0.1 - I Gew.-% Insbesondere 
konnen Mikropartikcl mit einem sehr geringcn Beladungsgrad von bis zu 1 Gew.-Vo her- 
gestellt werden. Fur aggregationsempfindliche Proteine betragt der bevorzugte Be- 

15 ladungsgrad 0, 1 - 1%, insbesondere 0,2 - 0,6 %. Als untcre Grenze kommt ein 

Beladungsgrad von etwa 0,01; 0,05 bzw. 0,1 Gew.-% in Frage. Die Menge des in den 
Mikropartikeln enthaltenen Wirkstoffes ist abhfingig von der in jcdera Einzelfall zu be- 
stimmenden Dosierung und der therapeutischen Breite des jeweiligen Wirkstoffes. Im 
Falle von EPO betragt die Menge an Wirkstoflf etwa 10 fig - 100 ^g pro 10 mg Mikro- 

20 partikelmenge. Insbesondere werden etwa 10 - 70 jig. bevorzugt 30 - 50 \ig eingesetzt. 
Bei einer spezifischen Aktivitat von EPO von etwa 160.000 U/mg entspricht dies einer 
Dosierung von 1 .600 - 16.000 U pro 10 mg Mikropartikelmenge ( 10 - 100 jig pro 10 
mg Mikropartikelmenge). Bevorzugt wird die zu verabreichcnde Mikropartikelmenge an 
der gewunschten Dosiemng von EPO (in U) festgelegt. Wenn beispielsweise der Bela- 

25 dungsgrad 0.4 % betrftgt (entspricht 40 \ig EPO pro 10 mg Mikropartikcl) und die 
Dosierung von EPO 20.000 U (entspricht 125 ^g EPO) betragen soU. ist eine Mikro- 
partikelmenge von 31,25 mg zu verabreichen. Diese Menge entspricht dner voraussicht- 
lichen Monatsdosis von EPO im DDS-System 

30 Uberraschcnderweise wurde gefundcn, da0 die Verwendung von ABA-Triblock-Copo- 
lymcrcn in Kombination mit ZuschlagstoflFen eine kontinuieriiche Freigabc der Poly- 
peptide ubcr dnen Iftngcren Zcitraum hinweg - mindestens jedoch zwei Wochen - 
ermdglicht, und durch die Zuschlagstoffe ein erheblicher aggr^ati nsmindemder Efifekt 
erreicht wird. ErfindungsgemSB kommcn ABA-Blockpolymere in Frage. deren A-Bl ck 

35 ein Molekulaigewicht zwischen 2.000 und 150.000 bcsitzt, und deren B-Block ein 

M lekulargewicht zwischen 1.000 und 15.000 besitzt. Insbesondere wdst der B-Bl ck 
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ein Molekulargcwicht zwischen 3.000 bis 1 0.000 auf. Bcsondere bevorzugt sind ABA- 
Blockpolymere mit eincm Molckulargewicht von 5.000 - 50.000 Dalton, vorzugsweisc 
10.000 - 30.000, und dner Polydispcrsitftt von 1,1 - 8,5 odcr 1,1 - 5,5 , voraigsweise 1,5 
- 4,5 und insbcsondcre bevorzugt von 2-4. 

5 

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht iiber die erfindungsgemaB vcnvendbaren ABA-Copoly- 
merc, die sich in ihrcr Zusammcnsclzung bczaglich des Laktid/Glykolid/ PEG- AnteUs, 
dem Molckulargewicht und der Polydispersitat unterscheiden. ErfindungsgemaB betragt 
der Poiycthylenglykolanteil (PEG-Anteii) im Blockpolymer 20 bis 50 Mol-%, bezogen 
10 auf die Gcsaihtpolymermengc, vorzugswcise 25 bis 45 Mol-%. Als besonders vorteilhaft 
fiir die Freigabedauer und fur die kontinuieriiche Freisetzung des Wirkstoflfes hat sich ein 
PEG-Anteil von 30 bis 40 Mol-%, insbesondere 30 bis 38 MoI-%, bevorzugt 30 bis 35 
Mol-% enviesen. Bevorzugt betragt der prozentuale Gehalt von PEG im AB A-Block- 
copolymer ctwa 32 oder 33 Mol-%. 

IS 

Der prozentuale Gehalt von LA im AB A-Blockcopolymer betragt vorzugsweise 40 bis 
60 MoI-%. insbesondere 45 - 60 Mol-%. Bevorzugt sind Molprozcnte von etwa 46 %. 
5 1 % Oder 57 %. Der prozentuale Gehalt von GA im ABA-Blockcopolymer betragt vor- 
zugsweise 5 bis 25 %, insbesondere 10 bis 25 %. Bevorzugte Prozentangaben sind ctwa 
20 11 %, 16% Oder 22%. 

Das Verhfiltnis von Milchsaure zu Glykolsiure im Blockpolymer liegt zwischen 1 : 1 bis 
5:1, insbesondere betragt es zwischen 1,5: 1 bis 4.5: 1 . Besonders bevorzugt ist ein Ver- 
halmis LA/GA von etwa 2: 1 bis 4 : 1 . ErfindungsgemfiB besonders bevorzugte ABA- 
25 Triblock-Copolymerc sind Polymere mit cinem Verhaknisanteil von LA/GA = 4 : 1 und 
einem Polycthylenglykolgehalt von 30-38 %. Insbesondere kommt dn Polymer mit einem 
Verhaltnisanteil LA:GA:PEG - 57:11:32; 51:16:33; 50:12:38 oder 46:22:32 in Frage. 

Die letztgenannten Polymermodifikationen bieten ein Optimum an Abbaugeschwindigkeit 
30 und PEG-Gehalt. Ein hbherer PEG<jchalt fuhrt zwar zu einem noch schncUcren Abbau, 
andererswts aber auch zu einer Verschlechtcrung der mechanischen Eigcnschaften der 
Mikfopartikel und mOgHcherweise auch zu Wcchselwirkungen zwischen PEG und Poly- 
peptid. 

35 Die Hcrsiellung der ABA-Tribl ck-C polymere kann nach litcraturbekanntcn Verfahren 
(s. Journal of ControUed Release 27. 1993, 247-257) durchgefiihit werden. 
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Uberraschcnd wurde gefiinden, daB die erfindungsgcmaflcn ZuschlagstoflFe nebcn ihrcm 
aggregationsmindemden Effckt cine signifikante Erhohung der Freisctzungsdauer be- 
wirken konnen, vcrglichen mit AB A-Mikropartikeln ohne ZuschlagstoflFe. Dies gilt insbe- 
sondere fiir die crfindungsgemaflcn Serumproteinc. die dnc Erhohung der Freisetzungs- 
5 dauer des Polypeptids auf beispiclsweise bis zu 29 Tagen hcrvomifen (vgl. Beispiel 4). 
Als Serumproteine werden bevorzugt bovines oder humanes Serumalbumin dngesetzt. 
Werden die erfindungsgcmaBcn Zuschlagstoflfc , insbesondere BSA und Beta-Hydroxy- 
propyl-Cyclodextrin, PLGA-Mikropartikeln zugesctzt, so tritt ebenfells ein aggrc- 
y gationsmindemder Effekt und somit eine Stabilisierung der aggregationsempfindlichen 
10 Polypeptide ein. 

Derartig lange Frcisetzungszeitraume von bis zu 29 Tagen sind von Polypeptiden aus 
Mikropartikcln auf Basis von PLGA oder ABA-Triblock-Copolymeren bislang nur bei 
hohem Beladungsgrad bekannt, jedoch nicht fiir solche Fiille, in denen die Wirkstoff- 

15 mcnge in den NCkiopartikeln sehr gering ist, wie beispiclsweise im Fall von EPO. Wird 
EPO in dnem hdhercn Beladungsgrad (z.B. ca. 3 %) in den ABA-Mikropartikdn dnge- 
schlossen. wird das Protein uber 29 Tagc freigcsetzl (s. Tab. 4 B). Insbesondere konnte 
festgestdit werden, daB dne vcriangcrtc Frdsctzung erzidt wird. wenn dne Mono- 
carbonsfiure, insbesondere Benzocsaurc. der Polymerphase bei der Herstdlung der 

20 Mikropaitikd zugesctzt wird. Dies gilt insbesondere im Fall der zuvor genannten 
niederen Bdadungsgraden . 

Die erfindungsgcmaflcn Mikropartikd kGnnen als Zuschlagstoflfc auch Aminosauren wie 
Z.B. Arginin, Glycin, Lysin oder Phen>^alamn, Cydodortrine oder Cyclodextrinderivate 

25 we Z.B. Bcta-Hydroxypropyl-Cydodcxtrin (HPCD) enthaltcn. Ebenso kdnnen erfin- 
dungsgemftB als ZuschlagstoflFe Polyaminosfluren wie z.B. Polyaiginin oder Polyhistidin 
dngesetzt werden oder auch Gemische aus Cyclodcxtrinen oder Cyclodextrinderivaten 
mit Aminosauren oder Polyaminosauren wie z.B. HPCD mit Polyarginin. Auch Gemische 
aus DcJrtranen mit Cydodoctrinderivaten, z.B. mit HPCD. oder mit Cyclodcxtrinen 

30 finden Verwendung. Die vcrwendcten Dcxtrane besitzcn dn Molekulargewicht zwischen 
20.000 und 60.000, besonders bevorzugt ist Dextran 40.000. 

Nebcn den Scrumpiotdnen vraden crfindungsgemftfi als Zuschlagstoflfc Gcmisch aus 
Dextranen und Polyaiginin oder Gemische aus Dcxtranra und Polyhistidin besonders 
35 bevorzugt dngesetzt. 
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Die erfindungsgemaDen Mikropaitikcl cnthalten die Zuschlagstoffe in einer Menge von 
0 5 - 40 Gew -% bezogen auf die Gesamtmikropanikdmenge, vorzugsweise von 1 - 
30% Insbesondo* bevofzugt sind 1 - 20 Gew.-%. In. Fall der Saccharide werden vor- 
zugsweise Mengen von 5 - 15 Gew..% eingesetzt Im FaU der Polyaminosauren betragt 
die Menge der Zuschlagstoffe insbesondere 1 - 5 Gew.-%. Cydode)ctrin und Cyclo- 
dextrinderivate werden vorzugsweise in einer Menge von 2 - 20 Gew.-% zugesem. Die 
Menge an BSA oder HSA betrSgt bevorzugt 2 - 20 Gew.-% bezogen auf das 
Gesaimpanikelgewicht. Die Menge an CarbonsSuren betragt insbesondere bis zu IS %. 
bevoizugt etwa 10 %. 

Die Er&idung betrifil auch dn Verfahren zur Herstdhing von Polypcptid enthaltenden 
Mikropaitikdn mit Mlfe des Tripdcmulsionsvcrfehrens. das dadurch gdcennzddinet ist, 
daB das b« der Herstdhing der "oligen" bzw. organisdien Phase durd> Losen dnes 
Polymers in dnem organisdien. nieht wasscmiischbaren Losungsmittd als Polymer dn 
AB A-Triblock-Copolymer dngesetzt wird, dessen A-Block dn Copolymer aus Mildi- 
und dykolsaure ist und dessen B-Blodc dne Polyethylenglykol-Kette darstdlt und dcm 
waDrig gdosten Polypeptid. das m der oiganischcn Phase emulgiert wird. Zusdilagstoife 
zugesetzt werden, die ausgewihlt sind aus der Gruppe Semmprotdne. Polyaimnosauren, 
Cyclodomine; Cydode>ctrinderivate; Sacdiaride. wie z. B. Di- und Polysacdaride; 
Aminozucker; AminosSuien; Detenjenzien oder CarbonssSuren sowie deien Cieraische. 

Es hat sich gezdgt. daB der erste Homogenisieningsschritt (Bildung der W/O-Emulsion) 
offensidJtlidt fiir die Bildung von Polypcptid-Aggregaten besonders verantwortlich zu 
sdn sdieint. ErfindungsgemaB wurde deshalb die Dispergicradt von 60 auf 30 Sekunden 
verkuizt, als Homogenisator dn Ultra-Tunax dngesetzt und das Gewichtsverhaltnis 
Wasser/organischc Phase (bevorzugt Didilomiethan) von 5 auf bis zu 20 % 
(Gewidrtsprozent) eihflht. Voizugswdse wird im ersten Homogenisierungsschritt zwei- 
mal etwa 30 Sdcunden. mit dner Pause von etwa 30 Sdcunden. dispergiert. Besonders 
vortdlhaft wird dnmal etwa 30 Sdomdcn lang dispergiert. Durch diese Modifizienmg 
der Herstdlungsbedingungen konnte dne Iddite Abnahme des Aggregatantdls erreicht 
werden. 

Im Sinne des erfindungsgemiflcn Heiadlverfehrens ist es besonders vortdlhaft. wenn 
w»hi«id des Herstdlungspr zdJes alle L6sungen und Gattc wahiend der gesamten 
Herstdldauer auf 0 - 6 »C gekuhk wetden. Hierdurdi wird dne besonders gUnsuge 
Aggregatreduktion des Protdns enddt. Es ist in diescm FaU sogar mOglid,, auf den 
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Zusau von aggregationshemmenden Zuschlagstoffe weitgehend zu verzichten. Im 
Vcrgleich zur Herstellung der Mikopaitikel bei Raumtemperatur konnte auf dicse Weise 
cine deutlichc Reduzicrung dcs Aggregatgchaltcs der verwendeten Polypeptide in den 
Mikropartikein errcicht werden (Reduktion von 10 - 20 % Aggregatgebalt auf emen 
Aggregatgebalt von 2-5 %). 

Das Gewichtsveriialtnis Wasser/oiganische Phase von 20-25 % (3 -4 Teile organisches 
Lesungsmittel/einTeil Wasser) ermoglicht auBerdem das Einbringen einer groOeren 
Menge von Zuschlagstoffen in die innere waBrige Phase. 

Die erfindungsgemsflen Mitoopartikel besitzen iibemischendenveise auch einen auBerst 
gexingen Restldsungsraittelgehalt. Die mil ABA-Polymer hergestdlten Mikropartikd 
enthalten weniger als 1 %. vomigsweise weniger als 0.1 %. insbesondere wemger als 
0 01 % Restlosungsmittel. wie Z.B. Dichlonnethan. Offensichtlich wurde durch die 
gewiihlten ProzcBparameter eine nahezu voUstfindige Entfcnning des Dichlonnethans aus 
den entstehenden Mikropartikein erreicht. was vor allem auf das gunstige Volumen- 
Vertialtnis der oiganischen zur Sufleren wSBrigen Phase zuiuckzufiihren ist. 

Urn den Einflufl von Reswasser auf die ProtdnstabUitit auszuschlieOen, wurde audi der 
Restwassergdialt in den Mikropartikdn bestimmt. Der ermittehe Wassergdudt von 0.2% 
zdgie. daB der Wasserantdl der dngesctzten inneren wassrigen Phase fast voUstSndig 
entfemt werden konnte. 

Untersudiungen zur Lagersiabilitat der erfindungsgemaBen Mikropartikd habcn gezagt. 
daB diese mindestens 2 Monate bd Raunnemperatur (20-25''C) lagerstabil sind und kdne 
Veranderungen hinsiditUdi der Aggrcgat-Bildung und dera Frdsetzungsverhalten 
auftreten. 

Gegenstand der Erfindung ist wdterhin die Verwendung von pharmazeutischcn Zuschlag- 
stoffen ausgewahlt aus der Gruppe Serumprotdne. Polyaminosauren; Cydodextiine; 
Cydodextrinderivate; Saccharide; Aminozucker, Aminosliuren; Detergenzien sowie Gemische 
dieser Zuschlagstoffe zur Vennddung der AggregatbUdung von aggregationsempfindhchen 
Polypcptiden bd der Herstdlung von P lypeptid-enthaltenden Mikropartikdn. 

In den folgcnden Ausfllhrungsbdspiden wird die Erfindung nflher erlautert. ohne sie 

darauf zu beschrdnken. 



w 
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Beispiel 1: 

Verfahren zur Herstellung von Mikroo artikeln enthaltend EPO fW/OAV-Methode) 

5 Ein D,L-PLGA-Polymer (LA:GA=50:50; RG503) wurde von Boehringer Ingelheim 
bezogen und ein ABA-Copolymer (LA:GA:PEG=50: 12:38) wurde wie in "Journal of 
Controlled Release 27. 1993, 247-257" beschriebai, hergestdlt. 

Es wurde je eine Losung aus dem D,L-PLGA- und ABA-Block-Polymer in Dichior- 
10 methan hergestellt. indem 700 mg des Polymers in 2,5 ml (3,3 g) Dichlomiethan geldst 
wurden. 3,5 mg EPO (in 0,2 ml Natrium-Phosphat-PufFer, pH 7,4) werden je nach 
Bedarf mit Zuschlagstoffen (1 % - 20 Gew.% bezogen auf die Gesamtmikropanikel- 
menge) versetzl und mit Wasser auf 0,8 mi (0,8 g) Endvolumen aufgefiiUt. 

15 Die wiiBrige EPO-Losung wird zur Polymerlosung gegd>en und mit Hilfe eines Ultra- 
Turrax (30 Sekunden, 30s Pause, eraeut 30s, 20-24**C, 20.000 U bzw. einmal fur 30 
Sekunden) eine W/0-Emul»on hergestellt. AnschlieSend wird die W/O-Emulsion durch 
Einspritzen in 300 mi waBrige 0, 1 % PVA-Losung mit Hilfe eines Ultra-Turrax bei 8000 
U/min fur 30 Sekunden dispergiert (Herstellung eincr W/OAV-Tripeiemulsion). 

20 

Die W/0/W-£mulsion wird zur Verdunstung der organischen Dichlonnethanphase fiir 2 
bis 3 Stunden bd Raumtemperatur mit Hilfe dnes Flugelnihrers geruhrt (solvent 
evaporation). Die gebildeten und gehMiteten MP werden durch Abnutschen isoliert, 
zweimal mit je 200 ml Wasser gewaschen und tyophilisiert. Die Mikropartikel werden in 
25 dnem Exsikkator uber Blaugd bd 4 **C - 8**C gelagert. 

Beiypid 2: 

30 Stabilisiening von EPO-hal tiffen Mikronartikdn 

Es wurden nadi herkdmmlicben Methoden, wie in Bdspid 1 besdirieben, Mikropartikel 
hergestdlt, wobd umerschiedliche Zusdilagstofife in umerschiedlichen Mengen, bezogen 
aufdieGcsamtmikr partikdmenge, dngesetzt wurden. 

35 
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Die Aggregatbildung des Wirkstofifes EPO wurdc anschUeflcnd mittels SDS-PAGE nach 
der Extraktion von EPO aus den Mikropartikcln (a) oder der Solvaution der Mikro- 
partikcl in DMSO oder DMSO/DMF-Gcmisch (30:70) (b) folgcndcrmaBcn bcstimmt: 

5 a) 10mgMPwurdenin300MlCH2Cl2gel6stundEPOdurchZugabe 

von 700 Accion ausgefiUt. Das EPO-Prfizipitat wurde abzcntrifiigien, 
2x mit 1 ml CH2Cl2/Aceton-Gcirasch (1 .3) gewaschen und anschUeBend in 
der speed vac getrocknet. Der Niederschlag wurde in Probenpuffer for 
SDS-PAGE (Zusammensctzung: 60 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2 % SDS; 10 % 

10 Glycerin; 0,001 % Bromphcnolblaii) gelOst, auf cin 12,5 oder 1 5%-iges SDS-Gel 

gdaden und einer Elekrophorese unterzogen. 

b) 1 0 mg MP wurden in 200 ^il DMSO/DMF (30:70) gelost. 25 nl (entspricht 
ca. 5 \ig EPO) wurden dirckt auf ein 15 %-igcs SDS-Gel geladen und ciner 
15 Elektrophorese unierzogcn. 

Nach AbschluB der Elektrophorese wurden die Gele entweder: 

aa) mit Coomasae angef^rbt und mittels dnes Laserscanners 

densitometrisch vermcssen, oder 
bb) auf Nitrocellulose geblottet, mittels cines EPO-spczifischen Antikdrpcrs 
20 die EPO-haltigen Banden angcfirbt und mittels eincs Laserscanners 

densitometrisch vermcssen. 

Es zeigte sich, dafl in ABA-Mikropartikeln (LA:GA:PEG = 50: 12:38) der EPO- 
Gesamt-Aggrcgat-Anteil von ca. 15-30% durch den Einschlufl von BSA auf unter 
25 1% vcrringcrt wcrdcn konnte. Weitcrhin zeigtcn Poly-L-Aiginin bzw. Poly-L- 

Histidin. auch in Kombination mit Dextran 40.000 cine deutlichc Aggregat-reduzie- 
rende Wirkung. Diesc ZuscWagstoffe wurden in einer Menge von I bis 10 Gew.-%. 
bezogen auf die Gcsamtmikropartikclmcnge, eingesctzt (vgl. Tabelle 1). 

30 Auch in EPO-PLGA-Mikropartikcb wird durch ZuscWagstoffe eine Aggregat- 

Reduzierung errcicht. Her erwiescn sich insbcsondere BSA und P-Hydroxy-Propyl- 
Cyclodcxtrin als fiuflerst wifkungsvoU (AggregatanteU untcr 1%) (vgl. Tabelle 2). In 
den Mikropartikcln mit PEG als Zuschlagst ff wurde dagegen cin Anstieg des 
/^gregatameUs fcstgestcllt. Daneben wurdc bd PEG bzw. Pluronic F127 haltigen 
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Mikropartikein mit mindestcns 4% Hilfestoffanteil ein vermehrtes Auftretcn 
deformierter Mikropaitikel bcobachtet. 



Tabelle I: Zuschlagstoffe und ihr Einflufl auf die Aggregat-Situation 



Zuschlagstoff 


% WW 

vom Gesamt- 
paitikel 


Aggregation 
i = ernont 
- = unverandert 
i = emiedrigt 


ohne (Raumtemperatur) 




10-20% 


ohne (0-4X) 




i 


bovines Senimalbumin 


5 


iU 


bovines Serumalbumin 


10 


Ui 


Dcxtran 40.000 


5 


i 


Dortran 20.000 


5 


- 


Poly-L-Argiiun 


1-5 


li 


Poly-L-Histidin 


1-5 


u 


Poly-L-Arginiii 


2,5 


i 


B-Hydroxypropyl-Cyciodortrin 


2,5 




Dextran 40.000 


2,5 


u 


B-Hydroxypropyl-Cvclodextrin 


2,5 




Poly-L-Arginin 


1-5 


u 


Dextran 40.000 


5 




Poly-L-Histidin 


1-5 


u . 


Dextran 40.000 


5 




B-Hydroxypropyl-Cydodextrin 


5-15 


i 


Arginin 


5 


i 


Benzoesaure 


10 




Tween 20 


0,5 


i 


Phironic F68 


0,5 


i 


PluronicF127 


0,5 


i 


Zm V?rRlpch: 




TT 


lOOmMNa-Ph sphat 


15 
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Tabelle 2: 

Zuschlagstoffe und ihr EinfluB auf die Aggregat-Situation in PLGA-Mikropartikeln 



Zuschiagstoff 


% WW 

vom ocsanii- 
partikel 


1 — emuiii 
- = unverandert 
i - emiedriRt 


initialer Burst 
[%] 


ohne 




8-10% 


29 


BSA 


5 


u 


40 


BSA 


10 


u 


40 


CD 


5 


ii 


30 


CD 


10 




40 


CD 


15 


u 


40 


CD/PEG 10.000 


5/5 


i 


7 


CD/Pluronic F127 


5/5 


1 


g 


CD/Trehalose 


5/5 




30 


Dextran 40.000 


5 


1 


10 


D40/PoIy-(LVArginin 


5/1 


4. 


n.b. 


Arginin 


0,2 


i 


15 


Affflnin 


4.8 


4. 


18 


PEG 1.550 


0,43 




12 


PEG 1.550 


4,3 


t 


1.3 


PEG 10.000 


10 


t 


0.6 


PEG 35.000 


10 


t 


n.b. 


PluronicF127 . 


10 


i 


20 



n.b. : nicht bestiniint 



10 
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Beispiel 3: 

FmfluB von Zuschlagstoffen auf die F reisetaing von EPO aus PLGA-MikrQpytik^»n 

Es wurden Mikropartikel auf Basis von D,L-PLGA-Polymcren (RG503, MO- 40 000; 
LA:GA= 50:50; PotydispersiUt 2,4) mit cinian WiricstofFgehalt von EPO von 0,5 % 
(bezogen auf die Gcsamtmikropartikelmenge) gcmaU Beispiel 1 hergestelh, wobei bci der 
HersteUung unterechiedliche ZuschiagslofiFe (% w/w bezogen auf die Gesamtmikro- 
partikelmenge) eingesetzt wurden. 

Die Beslimmung der Freisetzungsrate (in % der verkapseiten Wirkstoffinenge/pro Tag) 
erfolgte folgenderma&en: 

Jeweils 15 mg Mikropartikel wurden in 2 nil EppendorfgefaBen eingewogen und mit 1,5 
ml PBS-PufiFer und 0,01 % Tween 20» pH 7,4 vcrsetzt. Diese Rdhrchcn wurden in einem 
15 auf 37 **C therniostaticrten, rotierenden Metallblock (Rotathcrm, Fa, Liebisch, 30 

U/Min.) gcstellt. Nach den vorgegebcnen Probenahmezeiten wurden die Proben gezogen 
und das vcrbleibcnde Fr«igabemedium jeweils vollsttodig durch neues Medium ausge- 
tauscht. Es wurden die Freisetzungsraten fiir folgcnde Mikropartikel bestimmt: 



5 



10 



20 Tabelle 3 

In vitro Freisetzung von EPO aus PLGA (50:50) - Mikropartikeln 

Freisetzung in % / Tag (bezogen auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

Zttschlagstoff 


1 


2 


3 


7 


n 


14 


18 


21 


25 


29 


ohne 


29 




















10 % BSA 


40 




















lOVoHPCD 


36 




















5%ArR 


19 


0.1 


0,05 
















5%DcJCir40 


9,2 


0,2 


















5%Dextr40 
1%P WarR 


5,7 


0,3 



















w 
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5 



Dextr 40 

Polyarg: 

Arg: 



HPCD: 
BSA: 



Dcxtran 40.000 

Polyarginin 

Argiiun 

B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin 
bovines Serumalbumin 



Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, daB in PLGA-Mikropartikeln unabhangig von den 
Zusatzstoffen die EPO-Freisetzung nur maximal 24-36 Stunden andauert und dann keine 
10 weitere kontinuierliche Freisetzung erfolgt. Durch die Zuschlagstofife wird lediglich die 
Hohe des initialen Burst verandert Eine protahierte Freigabe des EPO konnte mit den 



15 Bcispiel 4: 

EinfluB von Zuschlagstoffen auf die Freisetzung von EPO a us ABA-Mikropartikeln 

Es wurden Mikropartikel auf Basis von ABA-Triblock-Copolymeren mit 
20 LA:GA:PEG=57: 1 1 :32 (Polymer A) und LA:GA:PEG=50: 12:38 (Poymer B) mit einem 
WirkstofFgehalt von EPO von jeweils 0,5 Gew.-% (bezogen auf die Gesamtmikro- 
partikelmenge) gemaB Beispiel I hergestellt, wobei unterschiedliche Zuschlagstoffe (% 
w/w bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge) eingesetzt wurden. Die Bestimmung 
der Freisetzungsraten wurde wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefuhrt. Die Ergebnisse 
25 sind in Tabelle 4 A zusanunengefeBt. Die Polymere A und B waren hinsichtlich des Frei- 
setzungsverhaltens des Wirkstoffes qualitativ weitgehend vergleichbar. 



Zuschlagstoffen nicht erreicht werden. 
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Wle4A: 



In vitro Freisetzung von EPO aus ABA Mikropartikeln (bci 0.5% Beladungsgrad) 
Freisetzung in % / Tag (bezogen auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

ZuschUgstoff 


1 


2 


3 


7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


ohne 


12,7 


1,8 


0,5 


0,26 


0,02 












5%BSA 


4,6 


1,6 


0,5 


0,4 


0,12 


0,06 


0,07 


0,04 


0,03 


0.04 


10%BSA 


3J 


1,6 


0,4 


0,4 


0,25 


0,14 


0,11 


0,08 


0,04 


0,04 


5%I>extr 40 


9,0 


1,1 


n.d. 


0,85 


0,3 


0,22 


0,1 








5%DeJrtr40 

1 % Polyarg 


17,0 


3,0 


n.d. 


2,8 


1,3 


0,34 


0,17 








10% Benzoesaure' 


18,4 


3,9 


3,4 


2,5 


1,3 


0,7 


0,2 


0,1 






10%HPCD 


23,2 


3,1 


2,0 


1,2 


0,5 


0,12 


0,07 








5 % Atr 


38 


4,5 


3,5 


0,7 


0,3 


0,03 


0,02 
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Dextr 40: Dcxtran 40 000 

Polyaig: Polyarginin 

Arg: Arginin 

HPCD: 0-HydroxypropyI-Cyclodexrrin 

BSA: bovines Serumalbumin 

n.d. nicht beslimmt 

ZuschlagstofiFin die Polymerphase gegeben 



Aus TabcUe 4 A wird dcutHch, daB im Gegcnsatz zu den PLGA-Mikropartikeln bei den 
ABA-Mikropartikeln eine kontinuierliche Freisetzung von EPO bis beispielsweise zum 
29. Tag crzieh werden kann, insbesondere bei der Verwcndung von BSA als ZuscWags- 
20 sioflF. 

VeiBleicht man die in vitro Freisetzung von EPO aus PLGA (50:50) - Mikropartikeln 
und AB A-Mikropartikdn verschicdcncr Monomerzusammensctzungen mit einem Wirk- 
stoffgchaltv nO,5%bzw.3,4%-jeweilsohneZusatzst ffe - so wird-die ttberlegenheit 
25 der erfindungsgeniaflen ABA-Mikropartikel deutlich: 
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Tabelle4B: 



Vcrgleich dcr In vitro Frciscming von EPO aus PLGA- und ABA-Mikropartikeln mit 
unterschiedUchen Monomerziisetzimgcn bzw. unterschiedlichen Beladungsgrad ohne 
5 weiterc ZusatzstofFe 

Freiscizung in % / Tag (bezogcn auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

MP aus Polymer 

Beladungsgrad (in %) 


1 


2 


3 


7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


PLGAr50:50) (0,5%) 
ABA (57:1 1:32) (0,5%) 


29 
12,7 


1,8 


0,5 


0,26 


0.02 












ABA (51: 16:33) (0,5%) 


31 


n.b. 


1,6 


0,7 


0,4 


0,1 










ABA (46:22:32) (0,5%) 


15 


n,b. 


3,2 


1,0 


0,5 


0,2 


0,1 








ABA (51:16:33) (3,4%) 


11,7 


2,2 


1,8 


0,8 


0,2 


0,17 


0,2 


0,2 


0,13 


0,1 



10 



15 



n.b. = nicht bestinunt 

Aus der Tabclle 4 B ist zu entnehmen, daB bei geringem Beladungsgrad (0,5 %) die Frei- 
setzung aus ABA-Mikropartikeln auf 1 1-18 Tage begrenzt ist, wenn keine Zuschlag- 
stoffc zugesctzt wenlen. Im Fallc der ABA-Triblock-Copolymeren ist im VcrMltnis zu 
den PLGA-Mikropartikeln bei gleichem Beladungsgrad one veriangertc Freisetzungs- 
dauer festzustcUcn. Die Freisetzungsdaucr vcrlfingert sich bd cinem hoheren Gchalt von 
GA im ABA-Triblock-Copolymcrcn (s o. langere Frdsctzung bei stdgendem GehaJt von 
GA von 1 1, 16 bzw. 22 Gew.-%). 
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In der foigcnden Tabelle 5 wcrden die chemischcn und physikalischen Eigcnschaften 
eixiiger AB A-Blockpolymere in einer Ubersicht zusammengestellt. 

Ubersicht der verwendeten AB A-Triblock-Copoiymere 



Charge 


LA/GA/PEG 


MW 


Tg 


Polydispersitat 




% 


[Dal 


r°c] 




1 


64/13/23 


25.000 


47.9 


3.1 


2 


57/11/32 


19.000 


46.3 


2.5 


3 


50/12A38 


20.000 


46.1 


2.3 


4 


45/9/46 


17.000 


42,1 


2,8 


5 


36/35/29 


16.400 


35.3 


6.8 


6 


46/22/32 


16.700 


45,1 


5.4 


7 


42/28/30 


17.200 


31.1 


8.4 


8 


51/16/33 


18.500 


47.9 


4.6 


9 


40/20/40 


13.500 


23.7 


5.2 



Die aus den in Tab. 5 angegd)enen AB A-Triblock-Copolymeren hergestcUten EPO- 
haltigen MP wiesen Glasabefgangstcmperaturen (Tg) im Bereich von 27-45**C auf 
Damit ist cine langfristige stabile Lagening der MP im Kuhlschrank {4-8°C) moglich. 



15 

Bcispiel 6; 

Hcrstcllung von Mikropartikein unter Kuhlung zur Reduktion der Aggregatbildung 

20 Die HersteUuDg der Mikropartikd wfolgte wic in Bdspiel 1 beschrieben mit foigcnden 
Anderungen: 

Alle Usungcn (Dichlonncthan-P lymer-Usung. EP0-L6sung in Natiiura-Phosphat- 
PuflFer und PVA-Losung) wurdcn in eincm Eisbad (0 °C) im KuWraum vorgekQhlt. AUe 
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10 



15 



20 



25 



GcfeBe und Gerate (z.B. Ultrathuirax) wurden im Kuhlraum (4 ^C) vorgekiihlt. Alle 
Schritte zur HersteUung der Mikropartikd, inkhisive des Ruhrens der w/o/w-EmuIaon 
zur Hartung der Mikropartikel und zur Evoparation des Dichlormcthans wurden im Eis- 
bad im Kuhlraum durchgefuhrt. Die Messung der Temperalur in der 0,1 %igen PVA- 
Losung nach Herstellung der w/o/w-Emuision ergab 1 **C. 

Die so hcrgcsielken Mikropartikel hatten folgcnde vortcilhaftcn Eigenschaften: Der 
praktische Beladungsgrad von EPO war grdBer als beim Standardverfahren (0,54 % statt 
0,4 %). Der Aggregatgchalt in Mikropartikcin ohne stabilisiercnde ZuscWagstofiFe war 
geringcr (2 - 5 % statt 10 - 20 %). Der Aggregatgchalt wurde dabei analog dem in 
Beispiel 2 beschriebenen Verfahren bestimmt. 



AhkiimmBifverzeichnis: 


MP: 


Mikropartikel 


PLGA: 


Copolymer aus Milchsfiure und Glykolsiure 


LA: 


Milchsaure (lactic acid) 


GA: 


Glykolsaure (glycolic acid) 


ABA: 


Tripel-Blockcopolymere aus A- und B-Block 


A-Block: 


Copolymer aus Milch- und Glykolsaure 


B-Block: 


Polycthylenglykol (PEG) 


BSA: 


bovines Serumalbumin 


HSA 


humanes Serumalbumin 


PVA 


Polyvin^alkohol 


D40 


Dextran 40.000 
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Patcntanspfuchc 



1 . Pharmazeutische Darreichungsformen in Fonii von Mikropartikeln bestehend aus 
5 einer einen WirkstofFenthaltenden Poiymermatrix, wobei das Polymer ein ABA- 

Triblock-Copolymer ist, dessen A-Block cin Copolymer aus Milch- und Glykol- 
sfiure und dessen B-Block eine Polyethylcnglykol-Kette darstellt, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Wirkstoff ein aggregationsempfindliches Polypeptid isi 
und die Mikropartikel Zuschlagstoffe enthalten, die ausgcwahlt sind aus der 
10 Gnippe Serumproteine, Polyaminosiiuren, Cyciodextrine; Cyclodextrinderivate; 

Saccharide; Aminozucken Aminosauren; Detergenzien oder Caibonsauren sowie 
Gemische dieser Zuschlagstoffe. 

2. Phannazeutische Darreichungsformen gemaB Anspnich 1, dadurch gekenn- 

1 s zeichnet. daB die Zuschlagstoffe ausgewahlt sind aus der Gruppe Senimalbumin; 

Polyaminosauren; Aminosauren; Saccharide; Cyclodextrinderivate und 
Detergenzien. 

3. Pharmazeutische Darreichungsformen gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 

20 zeichnet, dafi die Zuschlagstoffe ausgewfthit sind aus Gemischen von Dextranen 

und Polyaminosauren; Gemischen aus Cyclodextrinen oder Cyclodextrinderivaten 
mit Aminosauren; Gemischen von Cyclodextrin oder Cyclodextrinderivaten mit 
Polyaminosauren; Gemischen von Cyclodextrinen oder Cyclodextrinderivaten mit 
Dextranen; oder aus Gemischen von Dextranen mit Aminosauren. 

25 

4. Pharmazeutische Darreichungsformen gemfiB etnem der Ansprilche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Zuschlagstoffe in der Polymerphase Carbonsauren 
enthalten sind. 

30 5. Darreichungsformen gemaB einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das ABA-Blockpolymer ein Molekulargewicht zwischen 5.000 
bis 50.000 Daiton, v rzugsweise zwischen 10.000 bis 30.000, aufweist. 



35 



6. 



Darreichungsformen gem^ einem der Ansprtkche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der P lyethylcnglykolantdl im AB A-Copolymer zwischen 20 bis 
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50 Gew.-%, bezogen auf die gesamte Polymermengc vorzugsweise zwischen 
30 bis 40 Gcw.-% liegt. 

7. Daireichungsformen gem^ einem der Anpriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, daO das Veiiifiltnis von Milchs&ire zu Glykols^e im ABA-Co- 

polymer zwischen 1 : 1 bis 5: 1 Kegt, vorzugsweise zwischen 1,5: 1 bis 4,5: 1 . 

8. Darreichungsfornien gem&fi Anspnich 7, dadurch gekennzdchnet, daB das 
Verhaltnis von Milchsaure zu Glykolsaure etwa 4 : 1, vorzugsweise 2 : 1 

10 betragt. 

9. Darreichungsfomien gem^ dnem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Zuschlagstoffe in einer Menge von 0»5 bis 40 Gew.-%, 
bezogen auf die Gesamtmikropartikclmcnge, vorzugsweise von 1 - 30 Gew - 

IS %, enthalten sind. 

10. Darrdchungsformen gem&D einem der AnsprOche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zdchnet, daB sie ats Polyaminosfluren Polyarginin oder Polyhistidin, ins- 
besonderc Poly-L-Arginin oder Poly-L-Hisridin, enthalten, als Aminosauren 

20 Arginin, Glycin, Phenylalanine Glutaminsdure oder Lysin enthalten, als 

Saccharide, Trehalose. Saccharose, Maltose, Stfirke, Maltodextrine, Raffinose, 
Alginat, Dextrane enthalten, als Aminozucker Chitosan oder als Detergenzien 
Oder Triglyceride Tween 20®, Tween 80®, Pluronic® oder Miglyol® 
enthalten. 



25 



1 1 . Darrdchungsfonnen gemaB Anspnich 10, dadurch gekennzdchnet, daB sie als 
Dextrane solche mit einem Molekulargewicht zwischen 20.000 und 60.000, 
vorzugswdse 40.000, enthalten. 



30 12. Darrdchungsformen gem^ dncm der Anspriiche 1 bis 1 1, dadurch gekenn- 
zdchnet, daB sie als Zuschtagstoffe Gemische aus Dextranen mit Polyar^nin 
Oder Polyhistidin enthalten, voizugswdse Gemische aus Dextran 40.000 mit 
Poly-L-Arginin oder Gcmisdi aus Dextran 40.000 mit Poly-L-Histidin. 
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1 3 . Darreichungsfonnen gemaB dncm der Anspriiche 1 -9, dadurch gekenn- 

zeichnet, dafl sie a]s Zuschlagstoffe Senimprotcine enthalten, vorzugswcise 
bovines oder humanes Serumalbumin. 

14 DaiTcichungsfonnen gem^ cincm dcr Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB dcr Polypcptidgchalt in den Mikropartikcln zwischen 0,01% bis 
zu 5 Gew.-%, bczogcn auf die Gesamtmikropartikclmcnge, vorzugswcise 
zwischen 0.01% bis zu 3 Gcw.-% bctragt. 



10 15. 



30 



Darreichungsfonnen gemafi cinem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie Erythropoietin als Polypcptid cnthalten. 



1 6. Vcrfahrcn zur HerstcUung von Polypcptid-cnthaltcndcn Mikropartikcln mit Hilfe 
des Tripelcmulsionsverfahrcns, umfassend die Schritte: 
15 a) L6sen eines ABA-TriWock-Copolymeren, desscn A-BIock ein Copolymer 

aus Milch- und Glykolsaurc ist und desscn B-Block ein Polyethylenglykol- 
Kctte daistellt, in einem organischen, nicht mil Wasser mischbaren 
Losungsmittel, gegebenenfalls unter Zusatz «ner Caibonsaure; 
b) Zugabe einer Losung oder dncr Suspension canes Polypeptides, wobei die 
20 L&sung Oder Suspension weitere Zuschlagstoffe enthftlt, die ausgcwahlt sind 

aus der Gruppe Scrumproteine, Polyaminosaurcn; Cyclodextrine; Cyclo- 
dextrinderivate; Saccharide; Aminozucker; AminosSuren, Detcrgenzien 
sowie Gemische dieser Zuschlagstoffe. und Hcrstcllung ciner W/O-Emulsion 
in cinem ersten Homogeniacrungsschritt; 
25 c) Herstcllen ciner W/O/W-Emulsion in cinem zweiten Homogenisicrungsschritt 

durch Dispersion dcr crhaltenen W/O-Emulsion in ciner Stabilisator-haltigcn 
wdssrigen Losung; und 
d) Verdunsten des L6sungsmittels und anschlicfiender Isolicrung der Mikro- 

partikcL 



17. Vcrfahrcn nach Anspruch 16, dadurch gckcnnzcichnct, dafi im ersicn Homogeni- 
sieiungsschritt als H mogenisator ein Ultra-Turrax cingcsctzt wird und einmal 30 
Sckundcn oder zwcimal 30 Sekunden, mit ciner Pause v n 30 Sekunden 
dazwischen, dispergiert wird. 
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18. Vcrfahren nach Anspnich 16 odcr 1 7. dadureh gdccnnzdchnet, daB ein 
Gewichtsveihaltius Wasscr/organische Phase von bis zu 20 - 25% gewShh wird. 

19. Verfahren nach einein der Anspriiche 16-18. dadureh gckennzeichnet, daB der 
gesamte Herstelhingsprozefl bei Temperaturen zwischen 0 und 6 °C durchgefuhn 
wird. 

20^ Verwendung von pharaiazeotischen Zuschlagstoffcn ausgewahh aus der Gruppc 
Serumproteine, PolyaminosiUiren; Cyclodextrine; Cyclodextrinderivate; 
Saccharide; Aminozucker, Aminosauren; Detergenzien Oder Caibonsaurei? sowie 
Gemische dieser Zuschlagstoffe zur Vermeidung der Aggregatbildung von 
aggn«aUonscmpfindUchen Polypeptiden bei der Herstdlung von Polypeptid- 
enthaltenden Mikropartikebi. 
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CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 122, no. 12, 

20.Marz 1995 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 142184, 
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siehe Zusanmenfassung 

& PROC. INT. SYMP. CONTROLLED RELEASE 

BIOACT. MATER., 

1994, 
Seiten 286-287, 

T. KISSEL ET AL.: "RELEASE PROPERTIES OF 
MACROMOLECULES FROM MICROSPHERES OF A ABA 
TRIBLOCK COPOLYMER CONSISTING OF POLY 
(UCTIC-CO-GLYCOLIC ACID) AND 
POLYOXYETHYLENE." 
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'A* VcrofTcnaictttuig. die den aUgemetnoi Stand der Technk deiiniert, 
abtf mdit ati besonden bedeutiam uizinefacn ist 

*E* alum Dotaimcnl. das iedocfa erit am odernach dem inlcmanonalcn 
AmieldedaliMn werofrenllidit wocden ut 

•L* VoofrcMUchtnt. die geopict bI, cinen Priontitumpnidi nmfdhaft er- 
schancn zu lascn. oOtr doA (fae das VeroffentttctmnBidatiim emer 
inderen im Rccfaeicbenbendit fcnannten VeroffcnUtctumf bele|t werden 
soU Oder die am etoem anderen besondercn Gnind ai^efdien »l (wic 
jiBfCfiihrt) 
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T* Spatere VaofTentlicfaun. die nach dem intcnulionalai Anmddedatun 
odCTdcm PrMntaod^um vm)ffenthcbt warden irt und mil dtr 
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Erfindiaqt nijrondelieienden Pnnapi Oder der ihr niirundeUeiaiden 
Tfacone anfegebcn ist , 

*X* VcfWlenUKlnmf von besondeter Bedeutung: die 

kan aUcin au$vnd dicser VooflaMlichtatc iKbi als neu odcr auf H 
crfindecischer Tib^t bcfuhcnd bettaditrt wodm 

-Y- Vdoflcntlicfauivt von bcwoderer Bedeutunt die Erfinduni 
kaan mclK als auf erfindcnadier Tati|keit boidtend betraclitet 
Mdden. wenn die VcrofTcntltdnins mit emtr oder mdireren 
Veroffendidiuacen dieser Kalefonc in Vatanduni fetaradit wtrd und 
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VcfoffenttidMrn^ <fee MiljUed dendben Paterttaroilie ut 
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CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 122, no. 4, 
23.Januar 1995 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 38706, 
XPO02O1O116 

in der Anmeldung ervrannt 
siehe Zusaninenfassung 
& J. CONTROLLED RELEASE. 
Bd. 32, Nr. 2, 1994, 

L^'yOUXIN^ET^AL.: MN-VITRO DEGRADATION 
iiD BOv liE SERUM ALBUMIN RELEASE OF THE 
ABA TRIBLOCK COPOLYMERS CONS ST NG OF POLY 
(L(+)LACTIC ACID .OR POLY (U+)LACTIC 
ACloicO-GLYCOLIC ACID) A-B LOCKS ATTACHED 
TO CENTRAL POLYOXYETHYLENE B-BLOCKS. 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 120, no. 10, 

7.Mar2 1994 

Coluntius, Ohio. US; 

abstract no. 107987, 

XP002O1O117 

siehe Zusaninenfassung 

& J. CONTROLLED RELEASE, 

Bd. 27, Nr. 3. 1993, 

l'''yo11x?S''e?'aL. : "SYNTHESIS AND 
PROPERTIES OF BIODEGRADABLE ABA TRIBLOCK 
COPOLYMERS CONSISTING OF POLY (L-LACTIC 
ACID) OR POLY (L-LACTIC-CO-GLYCOLIC ACID) 
A-BLOCKS ATTACHED TO CENTRAL POLY 
(OXYETHYLENE) B-BLOCKS." 
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